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論文内容の要旨
[目的]
ジーンターゲティング法による内在性遺伝子の改変は，遺伝子機能の解析のための極めて有用な方法であるo しか
し動物細胞では，相同組換え頻度が非相同組換え頻度に比べて著しく低いために，多大な労力を要しているのが現
状である o 我々は，常染色体優性の遺伝病である家族性アミロイドポリニューロパチー (FAP) の解析に本手法を取
り入れ，ーアミノ酸置換により本疾患の原因になる血清タンパク質，トランスサイレチン (TTR) を欠損したマウス
を作製した。しかし，その過程で，より効率の良いターゲティング法を確立する必要性を感じ，相同組換え株単離の
効率に影響する因子を検討した。
[方法ならびに成績]
基本としたベクターの構造は， 5.9kb の ttr 遺伝子断片の第 2 エクソンに G418耐性遺伝子 (neo) を挿入し， 3'末
端に単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ遺伝子 (HSV -tk) を連結したもので，受容細胞には，マウス匪性幹
(ES) 細胞に性質が類似し，かっ培養のより容易なマウス怪性癌腫細胞株 F9 を用いた。相同組換え株の選択には
positive-negative 選択法を用い， gancyclovir (GANC) 耐性株を PCR 法によりスクリーニング後，さらにサザンプ
ロット法で同定した。尚， G418耐性株数を GANC 耐性株数で割った数を， GANC による濃縮効果と定義した。上述
のベクターの基本構造を種々に変化させ，その影響を調べ，以下の結果を得た。
1) HSV-tk 遺伝子下流の長さと GANC の効果について:ベクタ一線状化後の HSV -tk 遺伝子下流のプラスミ
ド領域の長さを3.6kb ， 1.6kb , 0 kb と短縮したところ， GANC による濃縮効果も， 7.3 , 3.3 , 1. 5 と減少した。これよ
り， HSV -tk 遺伝子は，細胞内へ導入されたのちに exonucleolytic な分解を受けている可能性が示唆された。また，
GANC 耐性株に占める相同組換え株の割合を調べたところ， GANC による濃縮効果が高いほどそれを反映して，相
同組換え株の占める割合も高かった。
2) GANC 耐性の非相同組換え株に挿入されているベクター DNA の構造:非相同組換え株における HSV -tk 遺
伝子の不活化の機序を明らかにするために， GANC耐性の非相同組換え株に挿入されたベクターDNA の構造を，サ
ザンプロット法で解析した。その結果，調べた20株のうち 19株において，ベクターが末端から順次欠失した構造であっ
た。この結果は， 1) で示唆された「ベクターDNA が exonucleolytic な分解を受けている可能性」をさらに支持す
るものであった。
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3) 相同領域の長さの選択効率への影響: 1) および 2) の結果は，ベクターDNA の exonucleolytic な分解を示
唆したが， endonucleolytic な分解の存在を否定するものではない。仮に endonucleolytic な分解が影響しているなら
ば， neo 遺伝子と HSVーは遺伝子との距離を短縮すれば， GANC による濃縮効果は上昇するはずである。しかし，
同時に相同領域も短くなるため，相同組換え頻度が低下する可能性もあるO 結果は， neo 遺伝子と HSV-tk 遺伝子と
の距離を4.6kb から 1.5kb まで短縮したところ， GANC による濃縮効果は2.5倍上昇したが， G418耐性株に占める相同
組換え株の割合は 1/9 に低下した。よって， endonucleolytic な分解の存在は示唆されたものの，それ以上に相同組
換え頻度の低下が著明であることがわかった。
4) HSV -tk 遺伝子の数と位置の影響:基本としたベクターでは， HSV-tk 遺伝子は 3' 側のみに連結されてい
たが， 5' 側のみ，もしくは両側に連結したベクターを作製して， GANC による濃縮効果への影響を調べた。その結
果，いずれの場合も GANC の効果は上昇しなかった。ベクターの分解が，ベクターの両末端より速やかに生じるた
めと考えられた。
【総括】
以上より，細胞内へ導入されたベクターの exonucleolytic，もしくは endonucleolytic な分解が，ターゲティングの
効率を低下させる大きな要因と思われた。これより，細胞へ導入後のベクターの安定性を高めることにより，ターゲ
ティングの効率が高まる可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
現在のジーンターゲティング法では 目的とする相同組換え株を単離する効率が低く，実験を進める上での最大の
障害となっているo 本研究ではこの困難を克服するために，ベクターの構造とジーンターゲティングの効率との関係
を，系統的に解析している。その結果，細胞内へ導入されたベクター DNA は exonucleolytic ， もしくは
endonucleolytic な分解を受け，そのために選択マーカーが欠失して，相同組換え株を単離する効率が低下することを
明らかにした。また，この結果をもとに，選択マーカーの分解を防ぐ構造を持つベクターを構築することによって，
ジーンターゲティングの効率を高められることが示された。
これまでに，ベクターの構造とジーンターゲティングの効率との関係を詳細に検討した研究は極めて少なく，種々
の報告間でのジーンターゲティングの効率の差が何によって生じているのかを説明することは困難であった。本研究
で得られた結果はベクターの構造とジーンターゲティングの効率との関係を統一的に説明するための基礎データに
なるとともに，効率の良いベクターの持つべき構造を考える上でも極めて有用である o 細胞内へ導入されたベクター
DNA の分解を防ぐ工夫をすれば，ジーンターゲテイングの効率を上げ得ることが実証されており，学位の授与に値
する研究と判断した。
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